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  darunavir 800 mg (n = 8)   123 (97–182)  1044 (800–2341)  9.6 (7.5–12.1) 
  darunavir 600 mg (n = 23) 297 (153–457)  1974 (1279–3220)  7.6 (6.3–8.9) 
  atazanavir (n = 37)   75 (45–172)  716 (495–1153)  9.2 (6.0–12.7) 
  lopinavir (n = 19)   314 (156–439)  1698 (1397–2620)  6.1 (5.1–9.5) 
  tipranavir (n = 13)   244 (130–453)  1152 (618–1605)  5.0 (3.2–6.3) 
PI 
  darunavir 800 mg (n = 8)   3121 (1587–8804)  414 (140–2504)  0.22 (0.05–0.3) 
  darunavir 600 mg (n = 23) 3077 (2668–4663)  402 (235–654)  0.12 (0.06–0.3) 
  atazanavir (n = 37)   645 (454–1029)  1844 (949–3498)  2.44 (1.7–5.1) 
  lopinavir (n = 19)   7779 (5615–8658)  2340 (1301–4891)  0.35 (0.16–0.93) 
  tipranavir (n = 13)   37 862 (17 485–48 530) 5740 (2014–9839)  0.14 (0.13–0.18) 
 
Significant differences were also observed in intracellular concentrations of ritonavir (P < 0.001) among the 
different PIs (Figure 1); subgroup analysis revealed significant differences in the cellular accumulation ratios 
between darunavir‐600 and atazanavir (P < 0.001), darunavir‐600 and tipranavir (P = 0.009), atazanavir and 
lopinavir (P < 0.001) and lopinavir and tipranavir (P = 0.027). Patients treated with atazanavir generally 
showed the lowest ritonavir intracellular concentrations [716 ng/mL (495–1153)].  
 
Figure 1.  
 
Ritonavir intracellular concentrations (ng/mL) according to concomitant PIs. Mild outliers (>1.5 × IQR from other values) are shown 
by open circles. Extreme outliers (>3 × IQR from other values) are shown by asterisks. Ritonavir, RTV; darunavir, DRV; atazanavir, 
ATV; lopinavir, LPV; tipranavir, TPV.  
A correlation between the plasma and intracellular concentrations of ritonavir could be observed across 
the different groups (ρ = 0.843, P < 0.001). However, it should be noted that no correlation between plasma 
and intracellular concentrations emerged in patients receiving once‐daily darunavir‐800.  
As summarized in Table 1, intracellular concentrations of the active PI varied between different groups 
(P < 0.001) and atazanavir was the only PI with a cellular accumulation ratio >1. Plasma and intracellular 
concentrations of the active PI were correlated for patients treated with darunavir‐800 (ρ = 0.738, 
P = 0.037), atazanavir (ρ = 0.544, P = 0.001) and tipranavir (ρ = 0.929, P < 0.001). No correlations could be 
observed for patients treated with darunavir‐600 or lopinavir.  
Discussion 
To date, intracellular drug levels have been poorly studied in vivo, due to methodological difficulties and 
the relatively large volumes of blood required. The study of the intracellular pharmacokinetics of HIV drugs 
is a key element to investigate the putative sanctuary sites where HIV may replicate with little selective 
pressure and it is crucial for eradication studies. However, stringent methodological procedures need to be 
applied and there is no standard technique for measuring intracellular exposure.  
Our group recently proposed a method aimed at properly quantifying intracellular drugs using an MCV 
individualized for each patient (11,12). This method allowed us to accurately calculate the PBMC 
concentrations in ng/mL (instead of concentrations per PBMC number) and to compare them with plasma 
concentrations.  
Hence, our aim was to describe the intracellular concentrations of atazanavir, tipranavir, lopinavir, 
darunavir (once and twice daily) and the related low‐dose ritonavir with the same method (11,12). 
If we exclude atazanavir, which seems to accumulate intracellularly, other PIs had significantly lower 
intracellular concentrations than plasma concentrations (3–10‐fold). Atazanavir, tipranavir and darunavir‐
800 intracellular concentrations correlated with their plasma concentrations, supporting the measurement 
of plasma exposure as a surrogate for exposure at the site of action.  
The relationship between plasma and intracellular concentrations is statistically significant for ritonavir in 
all groups considered (excluding the darunavir‐800 group, probably due to the small number of patients). 
Furthermore, ritonavir tends to accumulate within PBMCs, with high intracellular/plasma ratios (ranging 
from 5.0 to 9.6). This accumulation phenomenon is interesting and it is high for all patients considered.  
Ritonavir intracellular concentrations in patients concomitantly treated with atazanavir were the lowest 
observed (716 ng/mL, IQR 495–1153). The highest intracellular concentrations were observed in the 
darunavir‐600 (1974 ng/mL) and lopinavir groups (1698 ng/mL). Ritonavir intracellular penetration was low 
in patients coadministered with tipranavir, even if a 200 mg twice‐daily dose was administered (1152 
ng/mL, IQR 618–1605).  
The reasons for the observed differences in the intracellular concentrations require further mechanistic 
investigation. One could hypothesize that intracellular ritonavir concentrations are dependent upon 
transport proteins in PBMCs and variability may be related to competition between ritonavir and 
concomitant medications.  
Since ritonavir is associated with lipid disorders and intestinal problems, it is possible that intracellular 
concentrations may impact toxicity and efficacy. In the past, ritonavir, administered full dose as an active 
PI, was an extremely potent drug against HIV. Therefore, in our opinion, a question to be explored is if 
ritonavir, as a booster, could display direct antiviral activity against HIV (perhaps in synergy with the PI). 
The efficacy of PIs combined with new boosters that lack antiviral activity will probably suggest an answer 
to this question.  
In conclusion, our study shows a higher ritonavir intracellular accumulation rate than previously reported 
(9,13,15); this is probably explained by the accurate calculation of intracellular concentrations by using a 
personalized MCV. This intracellular ratio seems to vary according to the concomitantly administered PI, 
suggesting their influence on the rate of ritonavir intracellular penetration (darunavir‐
800 > atazanavir > darunavir‐600 > lopinavir > tipranavir). Atazanavir was the drug with the highest 
intracellular accumulation ratio (2.4, IQR 1.7–5.1), while other PIs showed values <1. Further clinical studies 
are warranted in order to elucidate interindividual differences and the clinical implications of ritonavir 
intracellular exposure.  
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